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<§) Erne Methode zur Synthes8 von Gemischen einfach aktivierter und nicht aktivierter Polyoxyalkylene zur 
Modifizierung von Proteinen 

® Die ErtTndung betrtfftelne Methode zur Herstellung von 
hochrefnen, epezifisch einseitig aktlvlerten/funktfonalf- 
8ierten Polyoxyalkylenen, die vorwfegend zur Kopplung 
an Protein© und anderen bfologiech aktive MolekOle eln- 
gesetzt warden. Die Methode 1st geeignet Gemische von 
einfach aktfvlerten Polyoxyalkylene mft nicht reaktfven 
Polyoxyalkylenen zur Verfugung zu stellen, die elne Ver- 
netzung der Protafne durch mehrfach aktivferte Polyoxy- 
alkylenmolekQIe ausschlle&t und damlt vlelfSltlge Kom- 
pllkatfonen bei der Modifizierung biologfach aktlver Mole- 
kQIe und Protelne varmeidet 
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Beschreibung 
Hintergrund der Erfindung 

5 [0001] Biologiscb aktive Molektile, vor allem Proteine und Enzyme steuern und regulieren vielfBlrige Lebens- und 
Stoffwechselvorgfinge in lebenden Organismen. FUr viele medizinische Indikarionen und Anwendungen wurden daher 
chemisch oder blochemisch hergestellte Proteine entwickelt, die ein aufiergew^hnliches Wlrkungsspekmim entfalten. 
Als nachteilig bei diesen auf reinen Proteinen basierenden Therapien haben sich mogliche antigene Wirkungen der ver- 
ahreichten Proteine erwiesen. DarUber hinaus ktinnen diese auf Proteinen basierenden Medikamente im allgemeinen 

10 nicht oral sondem nur per Injekiion verabreicht werden. Auch werden sie relativ schnell liber die NIere ausgeschieden, 
das beiBt sie haben im Organismus nur eine sehr begrcnzte Halbwertszeit Fine Vielzahl von Arbeiten haben sich mil der 
Kopplung verschiedeoster synthetischer wassedoslicher Polymere an solche biologisch aktiven Molekiile beschaftigt, 
mil dem Ziel mogliche antigene Wirkungen zu verhindem, sowie die Halbwertszeit im Organismus zu erhohen. (Del- 
gado C. Francis, G. E. Fisher, D. Crit Rev. Hier. Drug Carrier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 

15 sich dabei Polyoxyalkylene insbesondere Polyoxyethylene gemSB der Stnikturformel 1 erwiesen. (Reza Mehvar, J. Phar- 
maceutic i, 3 (1) 125, 2000). 

Stnikturformel 1 

20 ROCH2CH 2 (OCH2CH2)nOH(=ROPOE-OH) 

mit R = H: alpha-omega-Dihydroxypolyoxyetbylen 

mit R = Aryl oder Alkyl alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. alpha-hydrcay-oraega-Aryloxypolyoxy- 
ethylen 
25 und n = 5 bis 2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine Vielzahl von Vorteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
lich. Sie zeigen praktisch keine antigene Wirkung. Sie werden enzymaiisch nicht abgebaut, sind jedoch bakteriell abbau- 
bar. Sie weisen in wassriger Lfisung bedingt durcb ihre Koordinationsphare mit Wassermolekttlen ein extrem groSes tay- 
drodynamisches Volumen auf. Oblicherweise werden zurModiflzierung von Proteinen die Polyoxyethylene chemisch an 

30 freie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des Proteinmolekuls gekoppelt. Die meisten Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primfiren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
s&ure Lysin (Veronese, F. M., Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and 
Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine definierte An- 
zahl Polyoxy ethylenketten an ein Proteinmolekul zu binden, ohne die biologische Akti vital wesentlich zu verandern, je- 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhohen und die antigene Wirkung zu verraindern. Vielfaluge Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewdnschten Wirkungen wie z. B, Erhdhung der Halbwertszeit des Proteins im Kor- 
per mit zunehmender Molmasse der Polyoxyalkylene verbessert werden kormten. Fur die Kopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydroxygnippen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppeo chemisch so umge- 
setzt, dass reaktive Gruppen eutstehen, die in einfacher Weise mit den freien Amino-, Hydroxy-, Thiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven Molekflls reagieren. Es wurde eine Vtelzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt urn Po- 
ly oxyeUaylene/Polyoxyalkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu binden. (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. E., Farrar C. R, Deprince, R. B. US 5,985,265). Beispiele ffir Reaktionen die zur 
Aktivierung von Polyoxycthylenen fiihren sind, einschlieBlich der resultierendcu aktiviertcn Polyoxyethylenderivate in 

45 den folgenden Reaktionsgleichungen 1-4 wiedergegeben. 



Reaklionsgleichung 1 




Reaktionsgieichung 2 



60 

RO-POE-OH 

65 
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ReaktionsgLdchung 3 

A m O 1 

RO-POE-OH RO-POE-O^N^ 5 

Reaktionsgleichung 4 10 

RO-POE-OH !! ^ RO-POE-0-(CH 2 ) K ^ 

H 15 

[0003] Im Fall von alpha-o meg a-Di h y droxypolyoxyet h y lenen rntstehrTi bei der Aktivieiung alpha- omega-diaktivieite 
Pblyoxyetbylene. 

[0004] Im Fall von alpha-hydroxy-omcga- Alkoxypolyoxyethylenen bzw. alpha-hydroxy-omcga-Aryloxypolyoxycthy- 
lencn entstehen bei der Aktivienmg einfach alpha-aktivicrte^omcga-Alkoxypolyoxyethylenc bzw. cinfach alpha- akti- 20 
vierte-omega-AiyloxypolyoxyetfaylenB. Pur die Koppluag an Proteins und biologisch aktive MolekOle weiden im allg&- 
meinen alpha-hydinxy-omega-alkoxy-Folyoxyemylene zu monoaktivierten Folyoxyetbylenen umgesetzt, da di-akti- 
vierte Polyoxyethylene mehrere Ptoteine vernetzen kSnnen. Die Vemetzung von Proteinen durch zweifach aktivierte Po- 
lyoxyalkylene hat die auf der nSchsten Seite beschriebenen, nachteiligcn Effekte wie z. B. erhdhte antigene Aktivitat der 
Proteine oder zusatzliche, aufwendige Reinigung der modifizierteD Proteine zur Folge. 23 
[0005] Die Syntbese der PolyoxyalkyLenen selbst erfolgt durch anionische, alkalische Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend von einem Initiaiormolektil, das noch mindestens ein aktives, acides Wasserstoffatom enthfilL Das In ilia- 
tormolekul wird mit einer Base, im allgemeinen Alkali-, Erdalkalimetallen, Alkali metallalkoholaten, Alkalimetallhydri- 
den oder Alkalimetallalkylen in ein Initiatorarrion (Alkoholat-, Amid- oder im einfachsten Fall ein Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisation des Alkylenoxid einleitet (Reaktionsgleichung 5a, 5b) (Lit: UUmann's Encyclopedia of 30 
Industrial Chemistry 5. Ed. Vol. A21, S. 583). Durch Verwendung von GLycidol als Comonomer konnen nach dem glei- 
chen Reaktionsschema verzweigte PolyoxyalkyLene (Reakuoosgleichung 6a, 6b) hergestellt werden. 

Reaktionsgleichung 5 

35 

Syntbese von linearen Polyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B" ► R 2 X + BH 

1. Polymerisation 40 

b) R Z X" + nCHr-CHR 1 ► R 2 XCH 2 CHR 1 (0CH 2 CHR 1 ) n . 1 0H 

\ / 2 H * 

O 

Reaktionsgleichung 6 
Syntbese von veizweigten Polyoxyalkylenen 

a) R Z XH + B" ► R 2 X" + BH 

1 . Polymerisation 

b) R 2 X +nCH2-CHR 1 + CH2-CHCH 2 OH ► 

W \/ 2H * 55 

o o 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH (OChfeCHR'^OH 

CH 2 (OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mit R z = Alky I, Ary U H oder ChHieXH, X = O oder NR. 3 und n = 5 bis 2000 R l = Alkyl oder H und R 3 = AlkyL Aiyl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fur die gilt dass m + p kleiner als n ist 

63 
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CHr-CHR 1 
\ / 

S O 

wild im weiteren als Alkylenoxid bezeichnet 

CH2-CHCH2OH 
\ / 

10 Q 

wind im weiteren ais Glycidol bezeichnet 

R 2 XH wird im weiteren als imtiatocmolekUl fur die anionische Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet. 
R 2 X~ wild im weiteren als InitialoranioQ bezeichnet 

15 [0006] Im Falle von R 2 = Alkyl odcr Aryl und X = O entstehen alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. al- 
pha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxyalkyiene. Im Falle von R 2 = H odcr R 2 = Alkenyl-OH entstehen alpha-omega-Di- 
hydroxypolyoxyalkylene Bedingt durch die gMngige Syn these der alpha-hydroxy-omega-AlkoxypcJyoxyethylene gemaB 
Reaktionsgleichung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktixm des Alkylenoxids mil Spuren von im Alkylenoxid oder Id- 
itiatormolekul cnthaltenen Wassers und bedingt durch KettenUbertragungsreaklionen immer eincn mehr oder wenigcr 

20 groBcn Anteil an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylcnen (Leonard, M, Dellacherie, £. MakromoL Chem. 189, 
1 809-1817 (1988)). Dieser Anteil an alpha-ornega-dihydioxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmender MoLmasse der 
alpha-hydroxy-oraega-Alkoxypolyoxyethylene ebenfalls zu. Die alpha-oraega-dihydroxy-Polyoxyethylene reagieren 
bei der Aktivierungareakuon wie oben beschrieben zu alpha-ornega-di- aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
lungsreaktion mehrere Proteinc vernetzen. Diese vernetzten Proteinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringeite 

25 biologische Aktivitat und verursachen bei der Applikation antigene Reaktionen im Oganismus (Zalipsky, S ., Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, BiotechnLcal and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. R, Farrar C. E., Deprince, R. B.US 5,985,265). Aus diesem Grunde erfordcrt die 
Gegenwart der alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylen- bzw. der dpha-omega-di aktivierten Polyoxyethylen- Verunrei- 
nigungen aufwendige und teuere Nachreinigungen der Polyoxyethy len-mochflzierten Proteine. Zudem gent ein nicht un- 

30 wesentlicher Tbil des teuren Ausgangsproteins durch die Vernetzu n g sreaktLon verioren . 

[0007] Im Gegensatz dazu storen alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene die Proteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung nicht, da sie in Folge der volls tfindigen Veretherung der Endgruppen nicht weiter akti viert werden konnen und nicht 
an Proteine koppeln konnen. 

[0008] Die vorliegender Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand somit darin Gemische aus spezifisch alpha-hy- 
35 droxy-omega-alkoxy-Polyoxy alky Lene mit alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die keine oder nur minimale \fer- 
unreinigungen an alpha-omega-dihydroxy-PoLyoxyalkylenen enthalten Bowie cine Methode zu deren Hersteilung zu ent- 
wickeln. Diese Gemische miissen leicht in spezifisch einfach aktivierte Polyoxyalkylene und alpha-ome ga-dialkoxy-Po- 
lyoxyalkylene Qberfuhrbar sein und duzfen keine oder nur minimale Anteile mehrfach aktivierter Verunreinigungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung kann aucb durch direkte Hersteilung von Gemischen, die aus spezifisch 
40 einseitig aktivierten Polyoxyalkylenspezies (alpha-aktivicrte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha- akti vierte- 
omega-hydroxy-Polyoxyalkylene) mit nicht aktivierten alpha-omega-dialkoxy- oder nicht aktivierten alpha-omega- di- 
hydroxy-Polyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur minimale Anteile alpha-omega- mehrfach aktivierte Folyoxyal- 
kylen-Vcrunrdnigungen enthalten, errcicht werden. 

[0009] Oberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Schritten zusam- 
45 mengesetzten Proxess gelost werden, ausgehend von einem Imtiatormo lekill fur die anionische, alkalische Polymerisa- 
tion von Alkylenoxiden, das folgende Vbraussetzungen erfiillt: 

Das Initiatormolckui muss mindestens ein acidcs Wasserstoffatom an cincr SauerstorT odcr Stickstoffgruppc aufweisen 
und gleichzeitig cine aktivierte oder aktivierbarc Gruppc A f die durch eine Schutzgruppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch R 4 ), die unter alkalisrhen Bedingungen stabil geschiitzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (II), wild im 1 . 

SO Reaktionsschritt mit einer Base wie zum Bei spiel Alkali- oder Erdalkahmetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetall- 
hydridcn odcr Alkalimetallalkylcn zumentsprechende Initiatoranton umgesetzt, das die anionischcn Polymerisation von 
Alkylenoxid einititet Die Schutzgruppe R 4 schQtzt die aktivierte oder aktivierbarc Gruppe A unter den Bedingungen der 
AlkylfinOTidpolymerisation. Die Schutzgruppe R 4 des InitatormolekUls muss nach der Polymerisation leicht entfembar 
sein. Die geschiitzte aktivierte oder aktivierbarc Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspaltung der Schutz- 

55 gruppe direkt mit einem Protein regieren kann oder durch chemische Umsetzung wie z, B. Veresterung, Amidicrung 
leicht in eine aktivierte Gruppe uragewandelt werden kann. 

[0010] In einem bevorzugten Fall der Erfindung ist die akti vierb are Gruppe eine Hydroxygmppe. Das Initiatormolekul 
wird durch die allgBmeine Formel R 4 -(A)-(R 10 )j(XH) 0 (mit e = 1 bis 12, R die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
geschQtzte aktivierbarc oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRj-Gruppe, R 10 eine beliebige linearc oder ver- 

60 zweigte Kohlenwasserstoffkeue mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j « 0 oder 1) wiedergegeben. 
Im Falle von Verbindungen mit zwei und mehreren XH-Endgruppen (e groBer oder gleich 2) entstehen verzweigte Poly- 
oxyalkylene. Einen Sonderfall der Erfindung ist gegeben wenn die SauerstofF- oder Sdckstoffgruppe, die das acide H 
Atom aufweist gleichzeitig die geschQtzte aktivierbarc Gruppe darstellL In diesem Fall, wie beispielsweise bei t-Butanol, 
Bcnzylfllkohol, Di- oder THphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Saueretoff. 

65 [0011] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgruppen von Polyoxyalkylenen verstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe hergesteUt werden konnen und die befahigt sind das Polyoxyalkylen chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylalgruppe eines Proteins oder Biomolekuls zu koppeln. Insbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Kcto- oder Carboxylendgruppe, eine 
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prim. Aminoendgnippe, eine Succinimidylcarbonat-, Nitrophenylcarbonat-. Imidazolylcarbonat- und andere Carbonate- 
sterendgruppen, eine Succinimidy Isuccinatendgruppe, eine Succinimidylcarbonylcndgruppe, eine Tbsylat- oder TYesy la- 
tendgruppe, eine Glyoxalendgruppe, eine Imidoesterendgruppe, eine Dichlor-triazinendgnippe, eine Isocyanargruppe, 
eine Maleinimidgruppe, eine 2^^-TtifluQrethansulfonsauregruppe. FSnar) erflndungsgemSfi bevarzugten Sonderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogruppen dar, da sie geschiltzt als Acetai eine geschutzte aktivierte Endgruppe darstellen. s 
[0012] Der zusanunengesetzte Prozess ausgenend von dem erfindungsgeralBen InitiaioraiolekQl besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reaktionsgleichungen werden am Beispiel eines InitaitormoiekUls mil einer XH-Gxuppe darge- 
stellt (e = 1), bei mehreren freien XH-Gruppen, entsteht in Reaklionsschritt 1 analog ein Initiatoipolyanion, das in Schiitt 
2 zu einem verzeigten einrach alpha-geschUtzten-om^ga-polyhydroxy-PoLyoxyaLkylen mit e Hydroxyendgruppen rea- 
giert In Schritt 3 wild dieses zu einem vezzweigten einfach alpha- geschtitzten-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylen urn- 10 
gesetzt aus dem in Schiitt 4 schlieBlich ein in alpha-SteLhmg einfach aktivierbares oder einfach aktiviertes poly-omcga- 
alkoxy-Polyoxyalkyien resuMert) 



1. Schritt 

Oberfflhrung des beschriebenen Initiatormolekuls in das entsprechende Initiatocanion 

Reaktionsgleichung 7 



fiire= 1 



R 4 -(A)-(R 10 )X- +nCH2-CHR 1 



bzw. f0re> 1 



15 



20 



25 



R<L(A)-(R 1 °)XH ► R 4 -(A)-(R 10 )X " (fQr e=1 ) 

- H-Base 

bzw. 

Base 

R 4 -(AMR 10 )j<XH>e ► R 4 -{A)-(R 10 )j(X-)e (fUre>1) 

H-Base 

mit H = acides Wasserstoff atom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabii ist, A = aktivierte oder ak- 30 
tivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H t Aryl oder C t bis Cn-Alkyl und a= 1 bis 7 und R 10 eine beliebige lineare 
oder verzweigte Kohlenwasserstoflkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e = 1 bis 12 , j = 0 
oderl). 

2. Schritt 35 

[0013] Aniotrische Polymerisation des Alkylenoxids an der Alkoholar- bzw. Amid-CJruppe des Imtiatormolektlls zu ei- 
nem alpha-gesc^QtztenKiinega-bydroxy-PolyQxyalkyleo (Reaktionsgleichung 8). Durch Copolymeri&ation eines Alky- 
lenoxids nrit GLycidol (3 -Hydroxypropenoxid) (ReaJaionsgleichung 9) kQnnen an dieser Stelle auch zusatzlich Nferzwei- 
gungen geschaffen werden und damit auch hier alpha-geschfltzte-polyomega-hydroxy-Pdlyoxyalkylcne bergestellt wer- 40 
den, die aufgnmd der Verzweigung weit groflere Molmassen wie lineare alpha-geschiitzte-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lene aufweisen konnen. 



Reaktionsgleichung 8 

45 



\ / R'-CAJ-tR^JXCHiCHR^CHzCHR^rviO' 
O 50 
bzw. nach Neutralisation (+H*): 

R 4 .(AHR t0 )XCH 2 CHR t (OCH 2 CHR 1 ) I v.iOH 

55 



1 .Polymerisation 

2. Neutralisation (+H*) 

R 4 -(A)-(R 10 )j(X -% + nCHz-CHR 1 ► * 

\ / 

O R^-tR^jtXCCHjCHR 1 ©) <rMye<CH 2 CHR 1 OH)) e 

63 
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Reaktionsgldchung 9 

^-(AHR'V^CH^CHR'.CH^CHC^OH — LEstaDSSs&n, 



10 



RVahr^ch j chr'o) p ch ! ch«S;h 2 ch R ' W oh 

tooi4i Mi, rf . CHsfOCHaCHR'VOH 




30 R 4 "(AHR>CH S CHR'(0CH,CHRV,0H- 



1-+Baae 
2. ♦R*Y/-r 



35 



bzw. 



RVAMR'VCH S CHR'(0CH ! CHRV,0R* (fl,^,. 



40 t>Base 

2. + eRV / . er 



RVAHR-MXtCH.CHR'oi^^CHR'OH)). 



4, Schritt 
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leicht entfernbare Scfautzgruppen fiir Hydroxygruppen, Amino oder Aldenydgrappen, die unter alkaliscben Bedingun- 
gen stabil sind. DerngeraaB sind bevorzugte Iniuatormolekule dnfach gcschfltzte Di- und Polyhydroxyverbindungen 
(einfach geschtttzte Glykole, cinfach geschtltztes Pentaerythrol, Glycerin, lrimetfaylolpropan oder einfach geschtttzte 
Zuckeralkohole) Initiatormolekille gemMB der vorliegenden Erflndung sind demgemiiB \brbindungen der Struktiirrbrtnel 
2,3,4 und 5, bei denen die R 4 -S anersloffb inching, nach der Umsetzung mit Alky lenoxid in Schritt 2 und der Alkyiierung s 
in Schritt 3 unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden. 
[0019] ErfindungsgemaBe Alkoholc sind in den Strukturformel 2, 3, 4, 5 und 6 wiedeigegeben. 

Strukturformel 2 

to 

R^CHzCHzOXfl 



Strukturfbrmel 3 

15 

R 4 -0-CH2-C(CH20H) 3 

Strukturformel 4 

20 

R 4 -0-CH r CR ll (CH 2 OH) 2 



Strukturformel 5 

23 

R^-O-CHrCCHO^-CHzOH 

Smikturformel 6 

HOCHHCHOH) r CH-(CHOH)g(CH 2 OH) so 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, ten-Butyl, THphenylmethyl, Methyltriphenyimethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-methoxy- 
benzyl, 2-TetrahydopyrarjyU 2-Tetrahydrofuranyi, Metnoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl^ 2-Methoxyet- 35 
hoxymethyU 1-EthoxyethyU 1-Metnyl-l-methoxyethyU 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-MetboxybenzyU THalkylsilyl 
undd = 0bis6\a = 0bis 8,f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = Ci-Ce-AlkyL 

[0020] Besooders bevorzugte InitiatonnolekUle (R 4 -(A)-(R l0 )j(XH) c ) sind dariiber hinaus alpha-hydroxy-omega- Alde- 
hyde bzw. Ketone oder alpha-amino-omega-Aldehyde bzw. Ketone sowic Di- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone, 
deren jcweilige Aldehyd- oder Ketogruppe durch ein Acetal oder ein Thioacetal geschfltzt sind (R 4 = Acetal- oder Tnioa- 40 
cetalgruppe (A) = R 6 -COR 7 -) (sriehe Strukturformel 7, 8). 

Strukturformel 7 

R 8 Z 45 
\ 

R 6 -C-R 7 -<XH)e 

R*Z 50 



Z 



[ff*) R^C-R 7 -<XH) e 



Strukturformel 8 

55 



60 



R s = Ct bis Cir Alkyl 

R 6 = H Oder Ci bis C l8 -Alkyl 

R 7 = eine beliebige lineare oder verzweigte KohlenwasserstoffkeUe rait 1 bis 12 C-Atomeri an denen XH-Reste gebun- 
den sind, X = O oder NR 3 rnitR 3 = H, AryloderQ bis C u -Alkyl 65 
Z=OoderS 

R 9 = Ci bis Ciz-Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

[0021] Das heiflt in der Fennel fur das erfindungsgemiiBe MtiatonnolekQle (R 4 -<A>(R l0 )j(XH)c) ist R 4 gleicfa zwei R 8 
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Gruppen bzw. tine -(CH^-Gnippe und die geschiitzte aktivierte Gruppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH) r R 7 - cxler Thioaldehydhydrat R 6 -C(SH>2-R 7 -, die als solche nariirlich mcht existieren sondem in die korrespon- 
diereoden Aldehyde oder Ketone umlagern und nurinder Form der jeweiligen Acetale bzw. Keiale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erflndung sind auch die gemfifl dem oben beschriebenen \ferfahren (Schritt 1 bis 4) hergesteli- 
ten Gemische aus einfach aktivieiten Polyoxyalkylenen und nicht aktivierten unreaktiven alpha-omega- dihydroxy-Poly- 
oxyalkylenen beziehungsweise Gemische von alpha- aku vierten-omega-alkoxy-Polyoxy alkylenen und unreaktiven al- 
pha-omega- dialkoxy-Polyoxy alky lenen sowie Gemische aus aUjAa-hydroxy-omega-alkoxy-PoLyoxyalkylenen und al- 
pha-omega- dialkoxy-Polyoxy alky lenen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono- aktivierte Polyoxyalky- 
Lene enthalten uberfUhrt werden ktinnen. Die mittleie molaie Massen der erfindungsgemafien Gemische liegt zwischen 
1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw. einfach aktivierbare alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30Gew.-%, be- 
vorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw. diakti- 
vierbaren Verunreimgungen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0 r 2 Gew.-%. 

[0024] Bevorzugte Gegeostande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stelluog als aktivie- 
rende Gruppe eine Aldehyd- oder Xetogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrere Hydroxygruppen ent- 
halten mit alpha-oiriega-dihydroxy-Polyoxyethylecen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxy-arnega- Aldehyd bzw. Keton oder alpha- amioo-omega-Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und PoLy-hydroxy-Al- 
dehyden oder Poly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketorunktion mit eincr Acetal- oder Thioace- 
talgruppe geschutzt sind, als mitiatorrnolekUl (Strukturformel7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Genrisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gey/,-% Glycidol als Monomere hergestellt 
werden konnen. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
pha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw. diaktivierbaren Verunreinigungen ist kleiner 
1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegeostande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung 
als aktivierende Gruppe eine Aldehydgruppe enthalten und in omega-Stellung eine oder im Falle von Verzweigungen 
mehrere Alkoxygruppe(n) enthalten mit nicht reaktiven alpha- omega- dialkoxy-Polyoxyethy lenen bzw. im Falle von Ver- 
zweigungen alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethyterjen, die gem&fi der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktion mit einer Acetal- oder Tm'oacetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder alpha- amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als InitiatocmolekUl und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 
0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomer hergestellt werden konnen. Die Polyoxyalkylengemische enthalten im allgemei- 
nen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoaldehyoV bzw. monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 
0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew,-% unreaktive alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Sie sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie kleiner 1 Gew,-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-polyalkanaloxyl-Polyoxyethylene enthalten. 

[0026] Die tmtilere molaie Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethy lenen mit nicht 
reaktiven alpha-omega-dialkoxy- oder dpha-oiaega-polyaikoxy-Polyoxyethylenen, die gernaB der Abfolge von Schritt 
1, 2y 3, 4 aus einem, an der Aldehydfunktioa mit einer Acetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanai oder al- 
pha- amino-omega-ALk anal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als mitiatormolekQl und Ethy- 
lenoxid bzw. einem Emylenoxid/Glycidol-Gemisch als Monomer, mit abschliefiender Oxidation der in Schritt 4 frcige- 
setzten Aldehydgruppe zur Carbons Sure hergestellt werden konneo. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% alpha- ornega-dkarboxy-Polyoxyethylene enthalten. Die nuttlere 
molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
3000 und 75000 g/moL Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% mo 
nocarboxy-aktivierte Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% nicht reaktive alpha-omega- 
dialkoxy-Polyoxy alkylene. 

[0028] Die Gemische koonen in bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppc mit N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von Dic^ctctoexylcarbodiiniid weiter zu Genrischen aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene enthal- 
ten. 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% alpha- 
hydroxy-omega-alkoxy- Polyoxyethylene mit 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-dialkoxy-Polyo x yeth y lenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschiitzten Di- und Po- 
l y hy droxyverb indungen (Strukturformel 2, 3,4, 5) als InitiatormolekOl und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit geringen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-9b, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergestellt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spalrung der ursprOnglichen R 4 -Sauerstoff-Bindung. Die Gemische sind in 
alien Fallen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha- omega- di- 
hydroxy-Polyoxyethylene bzw. alpha-omega-rwlyhydroxy-Polyoxyethylene enthalten. 

[0030] Die miulere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL Die Gemische kdnnen in bekannter Weise zu Gemischen aus alpha- aktivicr- 
teD-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. zu Gemischen aus alpha- akti- 
vderten-poly-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega- poly alkoxy-Poly ox yethylen&Q umgesetzt werden, die 
die genannten niedrigen Konzentraiionen an m* -aktivierten oder poly- aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die vorlie- 
gende Erfindung bezieht sicb daruber hinaus auf die \%rwendung der genannten erfindung^gemilBen Gemische von spe- 
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ziflsch einfach al p h a- akti vi erte n - Po lyoxy alky Icdcji ink nicht roaktiven Polyoxyalkyleneit die gemaB Schritt 1 bis 4 und 
gcgebenenfalls nachfolgender Aklivierungsreaktico zugfinglich sind, fur die Reaktion mil Proteinen und andcren biolo- 
gisch aktiven Molekttlen. 

[0031] Insbesondere bezieht sich die vorliegende Erflndung auf die Venvendung der geoannten erfindungsgemaBen 
Gemiscbe aus alpha-aikanaloxy-omega-bydroxy-PolyoxyelbylenBn und alpha^mega-dihydroxy-Polyoxyethylenen so 5 
wic auf die Venvendung der alpha-alkanaloxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
etbylenen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Gemische keine Oder nur minim ale alpha-om ega-di alkanaloxy- Po- 
lyoxy ethylene enthalten, fur die Reaktion mil Proteinen und anderen biologiscbe aktiven MolekUlen. 
[0032] Die Erfindung wir nun anhand von einigen Beispielen nSher verdeutlicht 

10 

Beispiel 1 

Herstellung eioes Gemischs aus alpha-(propan-l-al-3-oxy)-omega-butoxy-PolyoxyethylBns (molaie Masse 4950 g/mol) 
mil alpha-omega-di-butoxypolyoxyethylen (molare Masse 9500 g/mol) 

15 

[0033] Zu einer L6sung von 1,48 g 3,3-Diethoxy- 1-propanol in 10 ml THF in eincm Druckrcaktor bei Raumtempera- 
tur werden unter StickstorT^l g Diphenybnethylkalium gelflst in 10 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet An- 
schliefiend werden 55 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 48 Stunden geruhrt Nacb der Ab reaktion 
des Ethylenoxids werden 0,2 g NaOH zugegeben und anschlieBend 1-Chlorbutan im Oberschuss zugegeben (4g) und 
bei 40°C fUr 24 Stunden geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegosscn und das unlosliche Polymcrgc- 20 
misch aus aipha-(l , 1 -Diemoxy-3^xy-propaii)-omega-butoxy-Polyoxyethylenen und alpha-cmega-Dibutoxypolyoxy- 
ethylen abftltriert Das Polymer wird in Wasser geidst mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wassergemisch unter Vakuum abdestilliert, die Losung mit Na- 
tronlauge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und filtriert WSssrige Gelchromatograpbie 
des resultierenden Polymergemischs mit Folyoxyemylenstandards zeigt eine Verteilung mit einem Hauptpeak bei einer 25 
mittleren molaren Masse von 4950 g/mol uberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butyl- zu Aldehydendgruppen von 1,15 zu 1 was einem molaren Ge- 
mischverhaitnis von alpha-(propan-l^-3-oxy>omega-biitoxy-Polyoxyethylen (mittlere molare Masse 4950 g/mol) zu 
dphMmega-^-butoxy-Polyoxyethylen (mittlere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entspricht Hydroxyendgrup- 
pen sind nicht nachweisbar. Das resultierende Polymergemisch karm Uber die freie Aldehydgruppe direkt an freie pri- 30 
mare Aminogruppen (Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwtlnschte Vemetzung der Proceine zu 
verursachen. 

Beispiel 2 

35 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-keto-omega-benzyloxyethylcns mit alpha-omega- di-Bcnzy Loxypolyoxyethylenen 

(molare Masse 19000 g/moi) 

[0034] Zu einer Losung von 0,27 g l,l-Dimethoxy-cyclohexan-2-ol in 2 ml THF in einem Druckreaktor bei Raumtem- 
peratur werden unter Stickstoff 0,42 g Diphenylmethylkalium in 2 ml THF gegeben bis die Ffirbung verschwindet. An- 40 
schliefiend werden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion 
des Ethylenoxids wird mit 0,2 g NaOH emeut alkalisch gestellt und Beozylchlorid im Oberschuss zugegeben (3 g) und 
bei 40°C fQr 24 Stunden gerQhrt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegosseo und das unlosliche Polymerge- 
misch aus alphar(l J-Duiiemoxy-2K)xy-cyclohexan)-omegarbciizyloxy-r\>lyoxyemylenen und alpha-omega-Dibenzy- 
loxy-Polyoxyethylen abftltriert Das Polymer wird in Wasser geltist mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 45 
90°C erbitzt AnschlieBend wild das entstandene Methanol als Methanol- Wassergemisch unter vakuum abdestilliert die 
Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und filtricrt. WSssrige Gel- 
chromatograpbie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyemylenstandards zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bed einer mittleren molaren Masse von 19000 g/mol Uberlagert von geringen Anteilen hdhexmolekularer Pro 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Benzyl zu Ketoendgnippen von 1,4 zu 1, 50 
was unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen von 19000 g/mol, einem molaren Gemisch verhaltnis von al- 
pha^ l-Keto-2-oxy-cyclohexari)-omega-^ zu alpha-omega-di-benzyloxypolyoxyethylen 
von 84,4 zu 16,6 entspricht Hydroxyendgruppen sind nicht nachweisbar. 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann uber die freie Ketogruppe direkt an freie primare Aminogruppen (Ly- 
sinreste) von Proteinen gekoppelt werden ohne die unerwUnschtc Vemetzung der Proteine zu verursachen. 55 

Beispiel 3 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-hydroxy-omega-methoxy-Polyoxyalkylens mit alpha-omega-di-methoxy-Poly- 

oxyethylencn (molare Masse 10000 g/mol) 60 

[0036] Zu einer Losung von 0,272 g 2-letrahydopyrany l-oxy-ethanol in 5 ml THF Ln einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 47 rag Natrium in 5 ml THF gegeben. Nach der Reaktion des Naniums zum Alkoho- 
lat werden 25 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion des Ethy- 
lenoxids wird Methylchlorid im Ubcrschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden gerOhrt Das Reak- 65 
tioosgemisch wird in Diethylether gegosseo und das unlosliche Polymergemisch aus alpha-(2-oxy-letrahyaropyranyl)- 
omega-methoxy-rblyoxyethylenen und alpha-omega-IXmethoxypoiyoxyethylen abfiltciert. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Tetrahydropyranyl zu Memylendgruppen von 1 zu 1,15 was, unter der 
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Annahme gleicher mMerer molarer Masse n, einem molsren Gemischverhaltnis van alpha- (2-oxy-Te4rahydropyranyl-)- 
omega-raethoxy-Polyoxyethylenen zu alpha-oraega-di- methoxypolyoxyeihy Len von 93 zu 7 entspricht. Entschcidend 
ist, dass nach diesem Reaktionsschrin keine Hydroxyendgmppcn nachweisbar sincL Das Polymer wild zur Abspaltung 
der 3 T 4-Dihydro-2H-pyrangruppe in Wasser gelost mil Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erfaitzL 

5 Anschlieflend wird das entstandene 3,4-Dihydro-2H-pyian unter Yikuurn abdestilliert, die Lttsung nrit Natronlauge nBu- 
tralisiert und das Polymergemisch erneut in Die tbyletbcr gefalli und filtrierL In diesem Reakiionschriu entstehen ein Ge- 
misch aus alpha-hydroxy-omega-methoxy-Polyoxyethylen und alpha^mega-^imeihoxy-Polyoxye&ylen. Wflssrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymexgemischs mit Polyoxyethylenstandaids zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleren molaren Masse von 10200 g/mol Das resultierende Polymergemisch wird anschlieBend 

10 durch Uraseizung nrit 4-Mtropheoylchiorrbimiat in ein Genrisch aus alpha-(4~Kitrophenylfoxrm^ 

methoxy-Polyoxycthylen und Dimethoxypolyoxyethylen uragesetzt, das zur Xopplung an Proteine edngesetzt werden 
kann. Da vor der Aktivierung mil Nltrophenylchlorformial keine alpha-omega-di-hydroxy-Polyoxyelhylene Yorhanden 
waren, entstehen keine alphaKjaiega-diaktivLerten-Polyoxyethylene und die Kopplung an Proteine ved&uft ohne die un- 
erwunschte Vemetzung der Proteine zu verursachen. 

15 

Beispiel4 

Heistellung eines Gerniscbs aus einem verzweigten alpha^metriyi-3^xy-butar^ 

cthylcn mit vcrzweigten alpha-omega-polybutyloxy-Polyoxyethylencn 

20 

[0037] Zu einer Ldsung von 0,3 g 4,4-Dimethoxy-2-methyl-2-butanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
teraperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenyhnetbylkalium in 5 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet 
[0038] Anschliefieod werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0,16 g Glycidol zugegeben und bed Raumtempe- 
ratur ftlr 48 Stunden gerilhrt. Nach der Abreakuon des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Chlorbutan im Ober- 
25 schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fur 24 Stunden geruhrt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das urilosliche Polymergemisch aus verzwrigtenalpha^4,4-Dimelhoxy-^^ 

lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-hutoxy-Polyoxyethylen abfiltrierL Das Polymer wird in Wasser gelQst mit Salz- 
saure bis pH 2 angesauert und fUr 2 Stunden auf 90° C erhirzL AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter Va- 
kuum abdestilliert, die Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und 

30 filtriert Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Veihaltnis von Butylzu Aldehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren Gemischverhalmis von alpha-<-2-me- 
thyl-2-oxy-butan-4-al)HDmega-poly-butoxy-Polyoxyethylenen zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen von 91 zu 
9 entspricht Bedingt durch die \ferzweigungen ist eine Molmassenbestirnmung uber G elpermeationsc hiomato graphi e 
mit Polyethy len gly kolstandards nur schlecht moglich. Entscheidend ist jedoch, dass keine Hydroxyendgruppen nach- 

35 weisbar sind. 

[0039] Das resuitierende Polymergernisch kann Uber die freie Aldehydgruppe direkt an freie prim are Anrinogruppen 
(Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwUnschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 

Patentansprucbe 

40 

1. Gemiscbe aus mindesteos 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90Gew.-96 alpha-hydroxy-omega- alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% dphaKwnega-dialkoxy-Polyoxyalkylfinen da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anted an Dihydroxy-Polyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist 

45 2, Gemiscbe aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktivieiten-omega- alkoxy-Poly- 

oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha- omega- dialkoxy-Polyoxyalkyienen, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gcw-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

3. Gemiscbe aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktiviertenH3rnega-hydroxy-Po- 
50 lyoxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Folyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0,2 Gew.-% ist. 

4. Gemiscbe gem&fl Anspruch 1-3, erhaltlich nach einem Vbrfahren gemafi Anspruch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus Inidatormolekiilen der allgemeinen Formel 

55 R 4 -(AMR l0 )j(XH), 

mit H = acides Wasserstoffatoro, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oderaktivierbareGruppe, X = O oderNR 3 und R* = H, ArylodsrCi bis CirAlkyl, b = 0bis 7 
und e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasseistoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

60 die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer S auerstoff oder S tickstoSgruppe (X) aufweisen und gieichzeitig 
eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil 
ist, geschtttzt ist, hergestellt werden. 

5. Gemiscbe gemafi den vorangehenden AnsprUchen, dadurch gekennzeichnet, dass der mehrstufige Hersteliungs- 
prozess aus folgenden 4 Schriuen besteht; 

65 1 . Schritt: Oberfuhrung des IniUatormolekUls gemafi Anspruch 4 R 4 -(A)-((R l( ^(XH) c ) in das entsprechende Initia- 
toramon R 4 <A>(R l0 )pr (fur e = 1) bzw, in das Iniuatorpolyamon R^A)-(R l6 )j(3n e (fur e > 1) 

2. Schritt; Anianische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkyleooxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmolekul zu einem alrAa-geschatzterM)mega-hydroxy-Polyoxyall^lem 
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3. Schritt: Verethemng der im Schritt 2 entstehenden omcga-Hydroxygruppen des alpha-geschittzteo-omege-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen rait einera Alkytierungsreagens. 

4. Schritt: Abspalrung der Schutzgruppe (R 4 ) dcs alpha-gcschOtzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkyiois bzw. des al- 
pha- geschutzten-omega-poLy- alkoxy-Polyoxy alky lens zur Freisetzung der aktivierten Gruppe oder aktiviarbaren 
Gruppe (A) des uispriinglichen Initialoimolekdls, 

6. Gemiscbe gemaB den AnsprUchen 2 bis 5 dadurcb gekennzeichnet, dass sie durch einen mehrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoaceialen oder Hydroxy- oder Aminoihioacetalen gemaB folgender allgemeiner Formel als 
InidatormolekUl hergestelit werden. 

R*Z Z 
R 6 -C-R 7 -<XH) # (^) R^O-R 7 -(XH). 

R 8 Z ^ Z / 

R B = Ci bisCia-Alkyl 

R 6 = H oder d bis C 18 -Aikyl 

R 7 = cine bcliebigc lincare oder verzweigte KohlenwasserstoSkette rait 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Rcstc gc- 
bunden sind, X = 0 oder NR 3 niitR 3 = H, Aryl oder C t bis C^-Alkyl 
Z = 0 oder S, R 9 = Ci bis C^-Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

7. Gemiscbe nach Anspnich 2-6, dadurch gekermzeichnet, dass die aktivierte Gruppe eine Aldehyd- oder Keto 
gruppe ist. 

8. Gemiscbe gemaB den Ansprflchen 1 bis 5 dadurcb gekennzeichnet, dass das beschriebene InitiatormolekDl eine 
einfach geschiitzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen BedSngungen 
stabil ist, jedoch unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungea in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 
9» Gemiscbe gemafi den AnsprUchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
InUiatormolekfll eine der folgenden allgemeinen Strukturformeln aufweisL 

R*-0- (CH 2 CH a O) d H R 4 -0-CH r -C(CH 2 OH) 3 
R^-O-CHz-CR^tCHaOHh l^-O-CHHCHOH^-CHaOH 



HOCHHCHOH)rCH-(CHOH) fl (CH20H) 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, MethyLtriphenylmethyl, DiphmylmethylTrimemoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyi, 2-letrahydopyranyl, 2-TetrahydroruranyL, Methoxymethyl, Benzyloxymetbyl, t-ButoxymethyU 2- 
Metnoxyethoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-methoxyethyl, 1 -Methyl- 1-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyl, Trialkylsilyl 

undd = 0bis6,a = 0bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = Ci-Ca-AlkyL. 

10. Gemiscbe gemaB den vorangegangenen AnsprUchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkyleo Poly- 
oxyethy len ist 

1 1 . Gemiscbe gemaB deo vorangegangenen Ansprucben, dadurch gekennzeichnet, dass das Genii sch aus Alkylen- 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 

0. 1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

1Z Gemiscbe gemaB den vorangegangenen Anspnichen, dadurch gekennzeichnet, dass die trrittlere molare Masse 
der erfindungsgemaBen Gemische zwischen 1000 und 150 000 gAmol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol 
UegL 

1 3. Verfahren zur Herstellung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen Herstellungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: Oberruhnmg des Initiatonnolekuls gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entspcechende Imtialoranion gemaB 
folgender Reaktionsgleichung 

RNaM* 10 MXH). ► RMA)-<R 10 )j(X-) (fiire»1) 



RMAHR 10 )j(X-). (filre>1) 

2. Schritt: Anianische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Imtiato- 
ranioD als StartmokkUl zu einem a]pha-geschUlzten-omega-hydroxy-r\^yoxyalkybn bzw. zu einem alpha-ge- 
schutzten-canega-polyhyaroxy-Polyoxyalky len gemaB folgenden Reaktionsgleichungen: 
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LPolym or (nation 
2. Neutralisation (♦♦<*) 

R*-<AHR 10 IiPn* + nCHr-CHR 1 ► 

\ / 
O 

RMAJ-iR^jXCHaCHR^OCHzCHR^.viOH- (fQr 0=1) 

R^AJ^R^itXtCHiCHR^i^OCHjCHR^^jtoOH). (fQr e>1) 

Oder 

1 .PotyffieriuUon 
2. Neutralisation <*H*) 

R^AMR 10 )^* nCHa-CHR 1 + CH2-CHCH2OH ► 

\ / \ / 

O O 

R^AHR'V-tCHaCH^OJpCHiCHJCXJHjCHR^r^OH 

CH2(OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mit R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bcdingungen stabil ist, A = aktivierte oder aktivierbare Gruppe, X = 0 
oder NR 3 und R*= H, Aryl oder C x bis C l2 -ALkyl, n = 5 bis 2000, R l = Q bis C 12 -Alkyl oderH und m, p ganze Zah- 
Ibd zwischen 0 und 2000 wobei gill m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige linear© oder verzweigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

3. Schritt: Vereihemng der im Schritt 2 enisiebendeo omega-Hydroxygruppe des alpha-geschUtzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxy alkyien bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit eineni Alkylierungsreagens gemMB folgender 
Reaktionsgleichung 

1. *Base 

2. ♦ r"y /.v 

R^AHR^pcCHjCHRVoCHaCHR^MOH- * 

R 4 -(A)-(R 10 )jXCH2CHR 1 (OCH2CHR 1 )n.iOR 6 (fQr c=1 ) 

bzw. 

2. ♦ eR'Y / -er 

RMA)-(R 10 )j(X(CH2CHR 1 )i te (OCH2CHR 1 ) (n . 1K9 OH) o ► 

^-(AJ^R^jtXtCHjCHR^/etOCHjCHR^^yeOR 8 ^ (fUr e>1) 

mit R 5 = Ci bis Ciz-Alkyl und Y = Halogen oder S0 4 -R s 
n, e, A, R 4 , X, R l , R 10 habeo die Bedeutuneen wie oben. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe (Br) des alpha-gescbUizten-oraega-alkoxy-Polyoxy alkyien zur Frelsetzung 
der akrivierten oder aktivierbaren Gruppe (A) des ursprunglichen InitiatormolekUls. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dass das Alkylenoxid Ethyleooxid ist 

15. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylenoxiden ein Ge- 
misch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% GlycidoL ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatormolekul ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aminothioacetal gemMB einer der folgenden aligemeinen Formeln ist 
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R 8 Z 



z 



R 8 Z 



R 6 -<>-R 7 -(XH) 9 



/ 



\ 




WXH) 6 



R* = d bisC\ 8 -Alkyl 

R 6 = H odcr Ci bis Cu-Alkyl 

R 7 = cine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstofikette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 out R 3 = H, Aryl oder Ci bis C u-Alkyl 
Z = OoderS 

R 9 = Ci bis Ci 2 -Alfcenylrest 
unde = 1 bis 12. 

17. Vcrfahrcn nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeicbnet, dass das bescbriebene InitiatormolektU cine 
einfach geschiitzte Di- oder Polyhydroxyverbindungen daistellt, deren Schutzgmppe unter alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungeo in Schritt 4 leicht gespalten warden kann. 

18. Vcrfahrcn nach Anspiuch 17, dadurch gekennzrichnet, dass das Initiatormolekul cine dcr folgenden allgcmei- 
nen Strukturformeln aufweisL 



mit R 4 = Benzyl, ten-Butyl, "Iriphenylmethyl, Mcthyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-lbtrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, MethoxymethyC BenzyloxymethyU t-ButoxymeihyU 2- 
Methoxyethoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-methoxyethyl, 1-Memyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyl, Trialkylsilyl 

undd = 0bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R 11 = Ci-OAlkyl. 

19. Gemische aus einfach aktivierten oder einfach aktivierbaren Polyoxyalkylenen mit nicht aktivierten und nicht 
aktivierbaren Polyoxyalkylenen gemafi Anspruch 1 bis 12, eihalllich nach dem \ferfahren der Anspriiche 13 bis 18. 

20. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthalten gemaB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11, 12 und 19 zur chemischen Kopplung und Modifizicrung von Proteinen und biologisch aktiven Molekulen. 

21. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enthalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 
10, 11, 12 und 19 zur Herstellung von Gemischen aus spezifisch einfach aktivierten Polyoxyalkylenen die zur che- 
mischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekiilen eingesetzt werden 



R 4 -0-(CH 2 CH 2 0) d H 



R 4 -0-CH 2 -C(CH 2 0H) 3 



R 4 



l -0-CHr-CR 11 (CH 2 OH) a 



R*_O-CHr-(CH0H)a-CH20H 



H0CH 2 -(CH0H)rCH-(CH0H) 8 (CH 2 0H) 




k&nnen. 



13 



